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摘 要 雄性 不 育 技术 在 玉米 杂种 优势 利用 和 杂交 种 生产 中 发 挥 着 重要 作用 ， 玉 米花 药 发 育 和 雄性 不 育 的 细 
胞 生物 学 与 分 子 遗 传 学 研究 是 雄性 不 育 技术 利用 的 前 提 和 基础 。 玉 米花 药 发 育 是 一 个 复杂 的 生物 学 过 程 ， 
需要 孢子 体 基因 与 配子 体 基因 的 协同 表达 调控 。 本 文 从 玉米 花药 的 形态 结构 、 花 药 发 育 时 期 的 划分 、 花 药 
败 育 类 型 、 花 药 发 育 的 细胞 学 研究 方法 、 花 药 发 育 的 组 学 研究 方法 、 花 药 发 育 分 子 遗 传 学 研究 方法 等 方面 


进行 综述 ， 以 期 为 玉米 核 不 育 机 理 研究 与 雄性 不 育 技 术 产 业 化 应 用 提供 方法 学 指导 。 
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生殖 系统 的 发 育 对 生物 的 世代 交 蔡 以 及 遗传 重组 具有 重要 的 意义 , 植物 与 动物 之 间 的 一 个 
较 大 的 差异 便 是 生殖 器 官 起 始 发 育 的 时 间 不 同 趾 , 多 细胞 动物 的 原始 生殖 细胞 形成 于 胚胎 发 育 
时 期 ， 而 高 等 植物 的 早期 发 育 过 程 中 仅 形 成 根 、 茎 、 叶 等 营养 器 官 ， 随 后 在 由 营养 生长 到 生殖 
生长 的 转化 过 程 中 ， 由 亚 表 皮层 细胞 逐渐 分 化 形成 花 原 基 等 生殖 器 官 P4。 生 和 殖 器 官 中 大 部 分 
细胞 为 体 细胞 , 仪 有 少 部 分 细胞 分 化 形成 生殖 细胞 四, 花药 原 基 中 的 生殖 细胞 再 经 过 复杂 的 分 
化 过 程 形成 钨 子 母 细胞 ,随后 孢子 母 细 胞 经 过 一 次 减 数 分 裂 和 两 次 有 丝 分 裂 形成 小 了 钨 子 , 完成 
由 多 倍 体 世 代 到 单 倍 体 世 代 的 转化 ,这 个 复杂 的 生物 学 过 程 需 要 孢子 体 基 因 与 配子 体 基 因 的 协 
同调 控 [589， 参 与 此 过 程 的 任何 基因 突变 都 有 可 能 对 植物 的 育 性 产生 影响 ， 导 致 雄性 不 育 现象 
的 发 生 。 


植物 雄性 不 育 是 指 在 高 等 植物 中 ,雄性 生殖 器 官 不 能 产生 有 功能 的 雄 配 子 ， 而 雌性 营养 器 
官 及 雌性 生殖 器 官 发 育 正常 , 可 受精 结实 并 将 不 育 性 遗传 给 后 代 的 现象 加。 雄性 不 育 现象 于 十 
九 世 纪 被 发 现 ， 并 且 在 高 等 植物 中 普遍 存在 。 早 在 1921 年 ，Eyster 就 在 玉米 中 发 现 了 雄性 不 
育 突变 体 , 随后 大 量 的 玉米 雄性 不 育 材料 被 发 现 或 创制 ,目前 MaizeGDB 种 质 资 源 库 中 已 收集 
近 百 份 玉米 雄性 不 育 材料 (http://www.maizegdb.org/data_center/phenotype?id=24992)。 作 为 常 
异 花 授粉 植物 ,玉米 是 三 大 粮食 作物 中 利用 杂种 优势 起 始 最 早 且 最 为 彻底 的 植物 ; 雄性 不 育 材 
料 可 以 免除 人 工 去 雄 和 机 械 去 雄 对 植株 的 损伤 ,提高 杂交 制 种 的 纯度 和 产量 ， 有 具有 重大 商业 价 
值 ， 因 此 玉米 雄性 不 育 的 研究 在 基础 理论 与 应 用 实践 中 均 具 有 重要 意义 。 


花药 是 植物 花 器 官 的 重要 组 成 部 分 ， 与 其 它 花 器 官 相 比 ， 被 子 植物 的 花药 在 个 体 发 生 、 细 
胞 类 型 、 花 药 形 态 等 方面 更 为 保守 09。 近 儿 年 ， 拟 南 芥 、 水 稻 、 玉 米 中 大 量 花 药 发 育 相 关 基 
因 被 报道 , 但 在 解析 花药 的 发 育 调控 机 理 方面 还 有 很 多 复杂 问题 有 竺 解决 ， 且 不 同 物种 间 花 药 
发 育 基 因 功 能 保守 性 与 特异 性 还 需 进一步 探索 。 而 在 解决 这 些 科 学 问题 的 过 程 中 , 花药 发 育 的 
研究 方法 手段 和 技术 策略 显得 特别 重要 ， 下 面 分 别 从 玉米 花药 的 形态 结构 、 花 药 发 育 时 期 、 花 
药 败 育 类 型 、 花 药 发 育 的 细胞 学 研究 方法 、 组 学 研究 方法 、 分 子 遗 传 学 研究 方法 等 方面 进行 详 
ANE IA 


1 玉米 花药 的 形态 结构 


玉米 是 典型 的 雌雄 同 株 异 花 植 物 ， 如 图 1 所 示 ， 最 上 面 的 部 位 称 为 雄 穗 (Tassel; 图 1b), 
有 数 百 个 成 对 分 布 的 小 穗 (Spikelet; 图 lc) 组 成 ， 每 个 小 穗 中 包含 两 个 小 花 (Floret)， 根 据 
发 育 时 期 分 别 被 称 为 上 位 花 和 下 位 花 ， 每 个 小 花 由 三 个 花药 “Anther; 图 2a) 组 成 。 一 般 来 
说 ， 相 邻 小 穗 中 的 花药 发 育 时 期 高 度 同 步 ， 下 位 花 发 育 比 上 位 花 发 育 晚 约 一 天 12, KKE 
药 由 辐射 状 对 称 排列 的 孢子 体 和 配子 体 两 部 分 组 成 (图 2b), 孢子 体 部 分 包括 连接 四 个 花药 小 
室 的 连接 组 织 、 维 管束 以 及 花药 壁 ， 论 药 壁 由 四 层 体 细胞 (图 2c) 组 成 ， 由 外 向 内 依次 是 表 
皮层 (Epidermis, E), 内 皮层 (Endothecium, En), 中 间 层 (Middle layer, ML) #1 9k £4 (Tapetum, 
T)。 将 花药 剥 开 (图 24)， 内 部 含有 大 量 的 花粉 粒 (图 2e)。 目 前 ， 关 于 绒 秆 层 的 相关 研究 报 
道 较 多 ， 受 研究 材料 和 技术 方法 的 限制 ， 人 们 对 其 他 三 层 细胞 的 精确 功能 还 缺乏 了 解 ， 但 不 可 
否认 ， 每 一 层 壁 细 胞 的 发 育 均 对 花药 的 育 性 有 重要 影响 。 


图 1 玉米 雄 穗 和 小 花形 态 


Fig. 1 Morphology of maize tassel and spikelet. 


(a) Maize plant at anthesis. (b) Tassel of maize. (c) Spikelet of maize 
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图 2 玉米 花药 的 形态 


Fig. 2 Morphology of maize anther. 
(a) Maize anther. (b) Transverse section of maize anther. (c) Anther locule. (d) Stripped anther. (e) Maize pollen 
granule. (f) The outer surface of maize anther. (g) The inner surface of maize anther. E, epidermis; En, endothecium; 
ML, middle layer; MMC, microspore mother cell; T, tapetum. Bars = 1 mm in (a), 30 um in (b & c), 500 um in (d), 


20 um (e) and 10 um in (f & g). 
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表皮 层 由 花药 L 层 表皮 细胞 直接 分 化 而 来 〈 图 3a)， 发 育 过 程 中 进行 垂 周 分 裂 以 适应 内 
部 花粉 圳 的 发 育 ， 随 后 细胞 变 为 局 平 状 。 表 皮层 细胞 外 侧 被 致密 的 角质 层 包 右 ,扫描 电镜 下 观 
察 呈 现 出 立体 网 格 状 结构 (图 2f)。 角 质 层 由 蜡 质 和 角质 两 类 物质 构成 ， 普 遍 存在 与 植物 外 表 
面 , 具有 连续 性 、 通 透 性 以 及 玻 水 性 等 特征 ; 传统 观点 认为 角质 层 仅 具 有 一 般 物 理性 保护 功能 ， 
然而 现在 的 研究 表明 角质 单 体 的 完整 性 还 可 以 作为 植物 防御 系统 的 开关 发 挥 重 要 作用 BA, 


1.2 内 皮层 


内 皮层 由 花药 原生 壁 细胞 发 育 而 来 (图 3a)， 在 随后 的 花药 发 育 过 程 中 发 生 明 显 的 径 向 延 

伸 ， 是 开花 期 仅 存 的 两 层 壁 细胞 之 一 。 内 皮层 内 部 含有 大 量 的 淀粉 粒 ， 为 开花 期 花药 外 挂 以 及 

开裂 提供 能 量 5), Kelliher 等 加 猜测 ， 该 层 细胞 在 玉米 花药 发 育 早期 的 快速 延伸 过 程 中 也 发 挥 
重要 功能 


1.3 FAR 


HAT a PAR REA LOR, AD eA. PRHE, 便 在 随后 的 发 育 过 程 
中 不 断 变 薄 ， 并 在 减 数 分 裂 前 启动 退化 ， 被 挤 压 成 条 带 状 ， 随 后 中 间 层 物质 被 降解 吸收 。 有 观 
点 认为 中 间 层 是 非 开 花 植物 向 开花 植物 进化 过 程 中 的 残留 遗迹 ; 也 有 观点 将 中 间 层 细胞 与 共同 
分 化 来 源 的 绒 秆 层 细胞 看 作 一 个 共同 的 单元 ,并 且 与 小 孢子 一 一 对 应 ,共同 维持 小 孢子 的 正常 
BOR Pls 无 论 在 玉米 还 是 在 拟 南 芥 中 , 中 间 层 发 育 异 常 的 突变 体 中 绒 息 层 的 发 育 也 会 受到 影响 


[16-18], 


1.4 REE 


绒 秆 层 位 于 花药 壁 最 内 侧 ， 由 次 生 壁 细胞 内 层 发 育 而 来 , 是 四 层 壁 细胞 中 代谢 最 为 活跃 的 
一 层 。 花药 发 育 过 程 中 ， 绒 息 层 细胞 质 浓缩 ， 呈 现 出 腺 细胞 的 特征 ， 内 部 代谢 旺 感 ， 常 见 细胞 
中 含有 双核 。 减 数 分 裂 后 可 见 绒 秸 层 靠近 小 孢子 一 侧 外 面 排 布 有 大 量 的 马 氏 小 体 〈 图 2g). R 
息 层 发 育 缺 陷 型 雄性 不 育 是 已 报到 的 植物 雄性 不 育 中 最 多 的 一 类 HH。 孢子 母 细 胞 的 减 数 分 裂 
过 程 离 不 开 绕 息 层 细胞 的 支持 ， 绕 息 层 分 泌 的 B- 葡 取 糖 可 以 降解 胖 采 质 ， 使 小 孢子 得 以 释放 
P0。 减 数 分 裂 后 绒 秸 层 内 进行 脂 类 及 其 衍生 物 代 谢 , 产生 的 物质 可 作为 孢子 花粉 素 合成 、 加 工 、 
组 装 的 原材料 , 最 后 通过 乌 氏 小 体 等 运输 方式 在 小 孢子 外 侧 积累 ,形成 化 学 性 质 极为 稳定 的 花 
粉 粒 外 壁 ( 图 2e)。 


1.5 孢 原 细胞 


孢 原 细胞 (Archesporial cell, Ar) 位 于 花药 小 室 中 央 ， 起 始 于 L2 层 细胞 的 非 对 称 分 裂 。 
米 中 起 始 孢 原 细 胞 数量 并 不 确定 , 经 数 轮 有 丝 分 列 形 成 小 孢子 母 细 胞 (Microspore mother cells, 
MMC) 后 可 进入 减 数 分 裂口。 通过 EdU (5-ZIRSE-2 hi ARE) 染色 发 现 ， 同 一 花药 
小 室内 孢 原 细 胞 分 裂 的 节奏 并 不 一 致 ， 有 些 孢 原 细 胞 成 熟 分 化 为 犯 子 母 细胞 , 而 有 些 孢 原 细胞 
会 继续 分 裂 ; 这 说 明和 孢 原 细胞 分 裂 具 有 随机 性 ， 并 未 受 专 一 调控 。 随 后 ， 进 入 减 数 分 裂 后 ， 同 
一 花药 中 孢子 母 细胞 染色 体 行为 保持 高 度 一 致 。 
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(a) 


图 3 花药 发 育 早期 世系 假说 模式 图 ”， 


Fig.3 Diagram of cell lineages during early anther development. 
ACD: asymmetric cell division; Ar: archesporial cell; C: connective tissue; E: epidermis; En: endothecium; L2-d: 
L2-derived cell; ML: middle layer; PPC: primary parietal cell; SCD: symmetric cell division; Sp: sporogenous cell; 


SPC: secondary parietal cell; T: tapetum. 


2 玉米 花药 发 育 时 期 的 划分 


玉米 花药 的 发 育 起 始 于 雄蕊 原 基 形成 ， 至 最 后 形成 成 熟 的 花粉 粒 ， 该 过 程 持续 约 30 天 ， 
需要 孢子 体 与 配子 体 的 协同 配合 ， 完 成 复杂 的 世代 交替 过 程 。 根 据 细 胞 学 形态 观察 的 结果 ， 
Warmke 等 PR! 将 玉米 花药 发 育 过 程 划 分 为 9 个 时 期 AIA HAR POFRE eee 
裂 期 、 四 分 体 期 、 幼 龄 小 孢子 期 、 单 核 小 孢子 期 、 单 核 小 孢子 晚期 、 幼 龄 花粉 粒 期 和 近 成 熟 花 
粉 粒 期 ， 并 对 各 时 期 的 细胞 学 特征 进行 描述 。Kelliher 等 辐 则 对 减 数 分裂 前 玉米 花药 各 层 细胞 
的 分 化 及 分 裂 过 程 进行 详尽 观察 ， 并 将 其 划分 为 8 个 时 期 。Zhang 等 所 2 结合 拟 南 芥 花 药 发 育 
时 期 的 划分 ， 将 禾 本 科 植 物 水 稻 花药 发 育 过 程 细 分 为 14 个 时 期 。 我 们 通过 半 注 切片 技术 对 玉 
米花 药 的 发 育 过 程 进 行 观察 , 并 与 水 稳 的 发 育 过 程 进 行 比 对 , 发 现 玉 米花 药 横 切面 的 变化 与 水 
稻 高 度 一 致 ， 因 此 也 将 玉米 花药 发 育 过 程 划分 为 14 个 时 期 (图 3、4)， 各 时 期 细胞 学 形态 特 
征 如 下 : 


(1) 时 期 1 (Stage 1): 雄 营 原 基 的 起 始 ， 花 分 生 组 织 分 化 出 圆 形 的 雄 巷 原 基 ， 包 含 L1、L2、 
L3 三 层 细 胞 。 


(2) 时 期 (Stage 2): WAREN: MER RE Ie BU AB AEA Rae, IE, L2 
层 细胞 在 每 个 角 的 中 心 形成 钨 原 细胞 。 


(3) 时 期 3 (Stage 3): 孢 原 细胞 经 过 平 周 分 裂 形成 原生 壁 细胞 (Primary parietal cells, PPL). 


(4) INH 4 (Stage 4): 原生 壁 细胞 再 经 过 一 次 平 周 分 裂 形成 两 层次 生 壁 细胞 (Secondary parietal 
cells, SPL)， 外 层 为 内 皮层 ; 孢 原 细胞 分 裂 形成 造 孢 细胞 (Sporogenous cells, Sp). 


(5) 时 期 5 (Stage 5): 内 层次 生 壁 细胞 经 过 平 周 分 裂 形成 中 间 层 和 绒 息 层 。 


(6) 时 期 6 (Stage 6): 造 孢 细胞 分 化 形成 小 孢子 母 细 胞 ， 周 围 被 四 层 花 药 壁 细胞 包 衷 。 


(7) 时 期 7 (Stage 7): 小 孢子 母 细 胞 与 绕 息 层 接触 ， 减 数 分 裂 起 始 ， 中 间 层 变 成 带 状 结构 ， 
并 逐渐 消失 。 

(8) 时 期 8a (Stage 8a): 减 数 第 一 次 分 裂 结束 ， 形 成 二 分 体 ， 此 时 ， 绕 息 层 细胞 质 浓缩 ， 着 
色 加 深 。 

(9) 时 期 8b (Stage 8b): 减 数 第 二 次 分 裂 结束 ， 形 成 四 分 体 ， 小 孢子 细胞 外 表面 形成 初级 花 
IIE, BREPAR ZOR, REEE SR, HREM. 


(10) 时 期 9 (Stage 9): WIRE, TAZ ES A) fd RE, FLA Re THT ~R E 
外 壁 结 构 : 绒 千 层 浓缩 后 在 靠近 小 孢子 的 内 侧 表面 形成 可 见 的 乌 氏 小 体 CUbisch bodies, Ub). 


(11) 时 期 10 (Stage 10): 绒 秸 层 进 一 步 降 解 ， 产 生 大 量 高 电子 密度 的 乌 氏 小 体 ， 小 孢子 中 
央 形 成 大 液 泡 。 

(12) 时 期 11 (Stage 11): 小 孢子 经 历 第 一 次 有 丝 分 裂 ， 产 生 一 个 生殖 核 、 一 个 营养 核 ， 线 
秆 层 几 乎 消失 ， 花 药 壁 内 侧 可 见 残存 的 绒 秸 层 碎 片 以 及 乌 氏 小 体 。 


(13) 时 期 12 (Stage 12): 生殖 核 经 历 第 二 次 有 丝 分 裂 ， 形 成 成 熟 的 三 核 花粉 粒 ; RHR 
底 消失 。 


(14) 时 期 13 (Stage 13): 植株 表现 为 开花 ， 花 粉 赛 相 连 ， 花 药 开 裂 。 


(15) 时 期 14 (Stage 14): 花药 散 出 花粉 粒 。 


Chen 与 Somaratne 等 P4 5 在 研究 玉米 花粉 壁 发 育 突变 体 过 程 中 ， 对 玉米 减 数 分 裂 后 发 育 


过 程 的 观察 也 显示 该 过 程 与 同期 水 稻 花 药 发 育 过 程 无 差异 。 表 1 对 玉米 不 同 发 育 时 期 花药 的 形 
7 


201712.00365v1 


chinaXiv 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


态 特征 、 人 花药 长 度 以 及 同时 期 表达 基因 进行 总 结 ; 由 于 遗传 背景 的 差异 ， 同 时 期 不 同 自 交 系 玉 
米花 药 长 度 会 有 一 定量 变化 。 


4 玉米 花药 发 育 14 个 时 期 的 细胞 学 观察 


Fig. 4 Cytological observation maize anther development at 14 stages 
L1, L2, and L3, the three cell layers in stamen primordia; Ar, archesporial cell; BP, bicellular pollen; Dy, dyad cell; 
E, epidermis; En, endothecium; MC, meiotic cell; ML, middle layer; MMC, microspore mother cell; MP, mature 
pollen; Msp, microspore parietal cell; V, vascular bundle; PPL, primary parietal layer; SPL, secondary parietal cell 


layer; Sp, sporogenous cell; T, tapetum; Tds, tetrads; bars = 50 um. 


表 1 RKELARH WAS ete 


Table 1 Major cytological events of maize anther development 


HARE 


时 期 形态 特征 amp 表达 基因 
1 花药 原 基 起 始 ， 由 L1、L2、L3 三 层 细 胞 构成 。 30-120 
2 L2 层 细 胞 分 化 形成 AR 细胞 。 120-180 MSCA 261 
3 AR 细胞 分 裂 形成 PPL 。 180-280 
Y Spe ose 3 行 ， A y ; He Jia 4 ul 药 小 
7 细胞 分 裂 继续 进行 ， 形 成 EN 和 SPC 周 分 裂 使 花药 二 wed 
室 增 大 。 
5 SPL 分 裂 ， 形 成 ML MT. 500-700 
6 花药 小 室 增 大 ，AR 发 育成 熟 形成 MMC. 1000-1200 


7 MC 55kti ke Refi, JA EPRA BEAR ML 变 薄 。 1200-1500 


MS9?71, MS23"8), 


8a 减 数 第 一 次 分 裂 完 成 ， 形 成 二 分 体 ; SRE IR 1500-2000 MSI 
8b VA BLAS IRA aE, JE MEH PR EE UE. 2000-2500 MS8[30] 
、 z 、 MS268, MS45821, 
9 BERERE, METER. 2500-3000 
APVI251, [PE 141 
小 孢子 内 部 形成 中 央 大 液 泡 ， 与 绒 息 层 接触 ， 绒 息 层 进 一 
10 3000-3500 
步 降 解 。 
小 孢子 内 液 泡 收缩 细胞核 经 过 一 次 有 丝 分 裂 形成 营养 核 
11 an 3500-5000 
和 生殖 核 。 
生殖 核 在 经 过 一 次 有 丝 分 裂 ， 形 成 三 核 花 粉 粒 ; SRE TY 
12 5000-5500 
底 降 解 。 
13 花粉 粒 继续 进行 淀粉 积累 ， 呈 圆 球状 。 5500-6000 
14 花药 开裂 ， 散 粉 。 5500-6000 


MSCAT = Male sterile converted anther], MACI = Multiple archesporial celll, APV1 = Abnormal pollen 


vacuolation], IPE1 = Irregular pollen exinel. 


3 玉米 花药 发 育 的 世系 假说 (Linage hypothesis) 


花药 由 四 层 壁 细胞 以 及 中 央 生 殖 细胞 组 成 《图 2c)， 各 层 细胞 规则 排列 且 发 育 受 到 严格 调 
控 , 是 研究 细胞 分 化 的 理想 模型 31; 但 被 子 植物 花药 发 育 相 关 研究 多 集中 于 四 层 壁 细胞 形态 建 
成 之 后 ， 关 于 壁 细 胞 分 化 过 程 的 报道 较 少 ， 目 前 最 广 为 接 受 的 便 是 世系 假说 〈 图 3)。 该 假说 
强调 细胞 的 世系 ， 认 为 受到 严格 调控 的 平 周 分 裂 是 花药 不 同 层 细胞 形态 建成 的 决定 因素 55， 
L2 SABA =P ARIE RA BR. FHA BERD RAB. A, MPR 
BOE PAS L2 层 细胞 经 过 第 一 次 平 周 分 列 ， 形 成 中 央 和 孢 原 细 胞 和 原生 壁 细胞 。 原 生 壁 细胞 紧邻 
表皮 层 ， 孢 原 细胞 位 于 内 侧 ; 前 者 经 过 短暂 的 分 裂 ， 形 成 完整 包 里 孢 原 细胞 的 细胞 层 。 该 层 细 
胞 再 经 过 一 次 平 周 分 裂 ， 形 成 内 皮层 和 次 生 壁 细胞 ;后 者 经 过 第 三 次 平 周 分 裂 ， 形 成 中 间 层 和 
绒 秆 层 。 目 前 ， 细 胞 学 观察 结果 仅 能 证 实 世系 假说 第 三 次 平 周 分 裂 ， 更 早期 花药 发 育 细 胞 分 化 
的 方向 及 顺序 并 未 得 到 证 实 B9;， 此 外 ，Kelliher 等 通过 激光 共有 聚焦 显微镜 对 玉米 早期 花药 发 育 
进行 观察 ， 发 现 孢 原 细胞 并 非 单一 起 源 ，L2 层 细胞 可 能 会 分 裂 同时 产生 多 个 孢 原 细胞 四。 


4 玉米 花药 败 育 类 型 


玉米 花药 发 育 起 始 于 花 原 基 形 成 ， 结 束 于 散粉 完成 ， 此 过 程 持续 约 30 KE), KEE 
子 体 与 配子 体 基 因 协 同 表达 调控 。 不 同时 期 表达 基因 的 突变 可 能 会 导致 不 同 的 雄性 不 育 表 型 。 
Timofejeva 等 B71 对 44 个 不 同 来 源 的 玉米 雄性 不 育 突变 体 进行 详细 的 细胞 学 观察 ， 将 它们 分 为 
减 数 分 裂 前 突变 体 、 减 数 分 裂 中 突变 体 、 减 数 分 裂 后 突变 体 三 个 种 类 型 ， 并 对 减 数 分 裂 前 突变 
体 的 各 类 表 型 进行 详细 的 描述 。 


此 外 ,已 报道 的 雄性 不 育 可 分 为 三 种 类 型 : 花药 形成 受阻 (无 花药 型 )、 花药 结构 异常 (无 
花粉 型 )、 花 粉 粒 发 育 异 常 〈 花 粉 粒 败 育 型 )。(1) 无 花药 型 突变 体 : 主要 表现 为 花药 缺失 ， 上 峻 
穗花 丝 增多 ， 玉 米 SILKYI 和 STERILE TASSEL EAR] 分 别 是 拟 南 芥 中 4P3 和 PI 的 同 源 基因 ， 
属于 ABC 模型 中 的 B 家 族 成 员 ， 该 类 基因 突变 后 会 导致 雄 营 原 基 发 育 受 阻 ， 转 化 为 雌 巷 原 基 
B839, (2) 无 花粉 型 突变 体 ， 表 现 为 花药 数目 减少 ， 且 每 个 花药 中 花药 小 室 数目 减少 ， 未 能 形 
成 辐射 状 对 称 的 四 层 壁 细胞 ， 或 花药 细胞 层 提 前 降解 ;WMSC47 基因 编码 一 个 谷 氧 还 蛋白 ， 其 
突变 后 花药 中 未 能 形成 钨 原 细胞 ,而 是 分 化 形成 注 壁 细胞 R61; MACI 基因 编码 一 个 小 的 分 泌 蛋 
白 ， 其 突变 后 玉米 花药 小 且 孢 原 细胞 数目 增多 ， 而 体 细胞 数量 减少 由，MS23 和 MS32 基因 均 
编码 具有 螺旋 - 环 -螺旋 结构 (basic helix-loop-helix, bHLH) 的 转录 因子 ， 参 与 调控 花药 壁 分 化 
过 程 ， 它 们 的 突变 会 导致 绕 息 层 细 胞 发 育 异 常 P% >. 和，MS8 基因 编码 一 个 B-1,3- 半 乳糖 基 转 移 
酶 ， 在 减 数 分 裂 时 期 的 花药 中 大 量 表达 ，ms8 突变 体 表 现 为 花药 伸 长 受阻 ， 绕 秸 层 细 胞 数目 减 
少 ， 体 积 增 大 ， 腾 且 质 增多 ， 孢 子 细胞 完成 减 数 第 一 次 分 裂 后 降解 L, 此 类 突变 体 败 育 时 
期 较 早 ， 抱 子 母 细胞 未 能 进入 减 数 分 裂 或 者 未 能 完成 减 数 分 裂 过 程 。(3) 花粉 粒 发 育 异 常 型 雄 
性 不 育 突变 体 : 也 称 为 功能 缺失 型 雄性 不 育 突 变 体 。 该 类 突变 体 组 织 发 生 正常 ， 可 形成 辐射 状 
对 称 的 四 层 壁 细胞 和 中 央 的 孢子 母 细胞 ， 且 孢子 母 细 胞 能 顺利 完成 减 数 分 裂 , 但 随后 小 孢子 发 
育 出 现 异常 。 小 息 子 外 壁 由 孢子 花粉 素 堆积 形成 ， 其 主要 成 分 为 脂 类 及 其 衍生 物 ， 在 绕 息 层 合 
成 ， 然 后 运输 至 小 孢子 外 侧 。ZPEIB4、4P 了 DPI、MS2661、14845023 等 基因 编码 脂肪 酸 及 其 衍 
生物 代谢 相关 的 氧化 还 原 酶 , 参与 花粉 外 壁 主要 成 分 侈 子 花粉 素 的 合成 , 该 类 基因 突变 会 导致 
小 孢子 外 壁 发 育 受阻 ,此 外 ,ipel、apv1 和 was26 突 变 体 还 表现 为 花药 外 壁 光 滑 ,角质 层 消失 P423]; 
说 明 花 药 角 质 层 与 移 子 花粉 素 共用 绕 息 层 中 的 脂 类 代谢 途径 。 


5 玉米 花药 发 育 的 细胞 学 研究 方法 


对 表 型 的 精细 观察 是 花药 发 育 研 究 的 前 提 ， 此 部 分 对 组 织 、 细 胞 、 亚 细胞 等 不 同 层面 的 细 
胞 学 研究 方法 进行 了 总 结 。 同 时 ， 随 着 科技 的 进步 , 利用 多 种 组 学 手段 和 高 通 量 测序 技术 对 玉 
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米 不 育 材 料 进行 深入 研究 ,为 人 们 解析 复杂 的 雄性 不 育 调控 机 理 提 供 了 便利 条 件 ,， 本 文 同样 也 
对 转录 组 、 蛋 白质 组 、 代 谢 组 技术 在 花药 发 育 研究 中 的 应 用 进行 了 总 结 。 


5.1 扫描 电镜 (Scanning electron microscope, SEM) 观察 


SEM 可 用 于 观察 花药 及 花粉 粒 表 面 形态 ， 主 要 是 用 于 判断 花药 表面 角质 层 、 论 药 内 壁 乌 
氏 小 体 、 花 粉 粒 及 其 外 壁 的 发 育 。 有 具体 操作 过 程 可 分 为 材料 固定 、 梯 度 脱 水 、 干 燥 、 镀 金 和 观 
察 分 析 五 个 步骤。 取 野 生 型 和 突变 体 不 同 发 育 时 期 花药 ， 浸 于 FAA (Formalin-Aceto-Alcohol) 
固定 液 中 ， 固 定 液 的 体积 不 少 于 所 取 研 究 材 料 体积 的 20 倍 ; 对 于 已 变 黄 的 花药 ， 可 用 解剖 针 
在 花药 壁 穿 孔 以 提高 固定 液 的 渗透 效果 ， 或 者 反复 抽 真 空 至 花药 沉 入 固定 液 底 部 ; 室温 固定 2 
小 时 后 ， 将 材料 置 于 4 保存 ， 或 依次 置 于 50%、60%、70%、80%、90%、100% 的 乙醇 中 进 
行 脱水 ， 每 个 梯度 保持 15 分 钟 ， 材 料 可 置 于 70% 的 乙醇 中 过 夜 或 保存 。 脱 水 后 的 样品 进行 二 
氧化 碳 临界 点 干燥 ， 然 后 镀金 即 可 进行 观察 。 


5.2 树脂 半 薄 切片 观察 


树脂 切片 技术 在 花药 发 育 相 关 研 究 中 具有 重要 用 途 , 可 判断 花药 发 育 时 期 , 突变 体 组 织 层 
面 表 型 异常 ,其 观察 分 析 结 果 可 有 效 地 指导 后 续 实 验 材料 的 选取 。 用 于 树脂 切片 的 花药 固定 过 
程 与 SEM 材料 固定 一 致 ， 随 后 利用 梯度 乙醇 (50%、70%、90%、100%) 进行 脱水 , 每 步 15-30 
分 钟 。 脱 水 过 程 中 花药 可 置 于 70% 乙 醇 中 长 期 保存 ， 为 便于 后 期 包 埋 ， 可 在 90% 乙 醇 中 加 入 
0.1% 的 伊 红 对 材料 进行 染色 ; 为 保证 脱水 彻底 ， 材 料 须 在 无 水 乙醇 中 脱水 2-3 次 。 随 后 进行 树 
脂 蔡 换 ， 将 花药 依次 置 于 乙醇 与 Spurr 树脂 体积 比 为 3:1、1:1、1:3 液体 中 2-4 小 时 ， 最 后 置 于 
纯 树脂 中 过 夜 。 树 脂 置换 完成 后 ， 将 花药 置 于 模具 中 ， 加 入 200 uL Spurr 树脂 ， 置 于 烘箱 中 ， 
70C 聚 合 过 夜 。 随 后 进行 修 块 ， 然 后 可 利用 德国 莱卡 切片 机 进行 切片 ， 切 片 厚度 为 2 um; 用 
久 子 夹 取 切 好 的 片子 ， 置 于 载 玻 片 中央 的 无 菌 水 中 ，42'C 条 件 下 展 片 过 夜 。 将 固定 有 样品 的 载 
KERA 0.1% 的 甲 茶 胺 蓝 染 液 中 ， 染 色 1 分 钟 ， 然 后 用 去 离子 水 冲洗 ， 再 置 于 展 片 台 上 ， 烘 
干 后 即 可 用 于 显 微 观察 ;也 可 以 封 片 后 长 期 保存 。 


5.3 3457 (Transmission electron microscope, TEM) 观察 


FINS AE ZS AL AM Hd) TE AR SE MS AAR oe, 需 根据 半 注 切片 的 结果 ， 选 
择 合适 时 期 的 花药 进行 TEM 观察 。 具 体操 作 过 程 如 下 : 将 玉米 花药 浸入 预 冷 的 成 二 醛 固 定 液 
中 ， 反 复 抽 真 空 ， 至 样品 完全 浸入 固定 液 ，4C 条 件 下 固定 两 小 时 ， 更 换 固定 液 ， 置 于 室温 中 


过 夜 ， 利 用 0.1 M 的 PBS 漂洗 4 次 ， 每 次 30 分 钟 ， 去除 PBS 后 ， 加 入 2% 的 锋 酸 固定 液 ， 通 
风 厨 中 室温 固定 四 个 小 时 ;去 除 铁 酸 固定 液 后 ，0.1 M PBS 漂洗 4 次 ， 每 次 20 分 钟 ， 后 续 乙 
醇 梯 度 脱 水 、 树 脂 置换 、 包 埋 的 过 程 同 半 薄 树脂 切片 制作 过 程 一 致 ， 修 块 后 ,利用 超 薄 切片 机 
进行 切片 ， 片 子 厚度 为 70nm， 切 片 所 用 玻璃 刀 或 钻石 刀 需 安装 水 槽 ， 进 行 展 片 ， 随 后 使 用 睫 
毛笔 将 片子 转移 至 镀 有 聚 醋酸 甲 基 乙烯 脂 膜 的 铜 网 上 ,并 将 铜 网 置 于 干燥 环境 中 保存 ; 将 铜 网 
粘 有 片子 的 一 面 浸入 2% 醋 酸 双 氧 铀 染 液 中 ， 染 色 15 oh, Ga ER AR KE 3 次 ， 每 次 1 
分 钟 ， 再 将 铜 网 置 于 柠檬 酸 铅 染 液 中 ， 染 色 15 分 钟 ， 随 后 再 使 用 双 茹 水 漂洗 3 次 ， 每 次 1 分 
钟 ,使 用 吸水 纸 吸 去 多 余 的 水 分 , 干燥 环境 中 保存 或 干燥 后 利用 透射 电子 显微镜 进行 观察 分 析 。 


5.4 孢子 细胞 染色 体 DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) 染色 


了 息 子 母 细 胞 经 过 一 次 减 数 分 裂 形成 小 孢子 , 随后 小 孢子 经 过 两 次 有 丝 分 裂 形成 包含 一 个 营 
养 核 、 两 个 生殖 核 的 成 熟 花粉 粒 。 直接 参与 减 数 分 裂 或 有 丝 分 裂 的 基因 发 生 突变 都 可 能 会 导致 
雄性 不 育 之 外 的 其 它 表 型 ， 本 文 不 做 讨论 。 花 药 发 育 过 程 中 小 孢子 与 绒 秸 层 具 有 紧密 联系 ， 某 
些 基 因 虽 不 直接 参与 减 数 分 裂 或 有 丝 分 裂 , 但 基因 突变 后 也 会 影响 减 数 分 裂 的 进程 ,在 对 该 类 
突变 体 进 行 细胞 学 研究 时 ， 需 对 其 染色 体 行 为 进行 DAPI 染色 观察 。 有 具体 操作 过 程 为 : 将 减 数 
分 裂 时 期 的 花药 浸没 于 新 配制 的 卡 诺 固定 液 (无 水 乙醇 : 冰 醋 酸 =3: 1) 中 ，-20C 条 件 下 固定 
24 小 时 ; 将 花药 置 于 载 玻 片上 ， 加 10 pL 醋酸 洋红 染 液 ， 破 碎 并 夹 出 花药 壁 ， 盖 上 盖 玻 片 后 
置 于 光学 显微镜 下 观察 ; 选择 处 于 减 数 分 裂 时 期 的 样品 ， 做 好 标记 ， 置 于 液 氮 中 速冻 ， 去 除 盖 
玻 片 ，-20C 保 存 或 加 5 uL DAPI RW, RE 10 分 钟 后 置 于 荧光 显微镜 下 观察 。 若 要 对 减 数 分 
裂 后 小 孢子 内 细胞 核 数量 进行 检测 ， 则 需 取 不 同时 期 的 花药 浸没 于 FAA 固定 液 中 ， 室 温 固 定 
12 小 时 ; 首先 根据 花药 长 度 初步 判断 花药 发 育 时 期 ， 然 后 选择 合适 的 花药 置 于 载 玻 片 上 ， 滴 
加 5 uL DAPI 染 液 ， 用 刍 子 轻 轻 挤 出 小 孢子 后 染色 10 分 钟 ， 利 用 荧光 显微镜 进行 观察 分 析 。 


6 玉米 花药 发 育 的 组 学 研究 方法 


6.1 玉米 花药 脂 类 代谢 产物 含量 测定 分 析 


角质 层 包 含 角 质 层 蜡 和 和 角质 两 部 分 。 角质 层 蜡 是 由 长 链 脂肪 族 化 合 物 组 成 的 混合 物 ; 角质 
则 主要 由 脂肪 酸 衍 生物 多 育 体 构成 ， 且 被 角质 层 蜡 包 庄 4 急 。 花粉 外 壁 包 囊 在 花粉 粒 最 外 层 ， 
是 植物 中 最 为 复杂 的 细胞 壁 结 构 ， 由 理化 性 质 极为 稳定 的 孢子 花粉 素 构成 , 由 于 其 超 稳 定 的 理 
化 性 质 ， 孢 子 花 粉 素 的 精确 组 成 成 分 还 未 知 ; 近 几 年 ， 随 着 新 的 物理 、 化 学 技术 的 出 现 ， 如 核 


人 磁 共 振 、 硫 代 氨 基 甲 酸 酯 处 理 ， 人 们 对 孢子 花粉 素 的 组 成 有 了 进一步 了 解 。 越 来 越 多 的 证 据 表 
明 ， 和 孢子 花粉 素 是 由 多 种 脂肪 族 单 体 物质 构成 ,包括 长 链 脂肪 酸 及 其 多 羟基 化 簿 生物、 酚醛 树 
脂 类 复合 物 等 。 这 也 就 意味 着 脂肪 酸 代 谢 在 角质 层 和 花粉 外 壁 的 合成 过 程 中 发 挥 重要 作用 1, 
因此 对 花药 中 蜡 质 、 角 质 及 游离 脂肪 酸 的 含量 测定 有 助 于 解析 参与 该 过 程 相关 基因 的 功能 。 


在 脂 类 物质 含量 测定 之 前 ， 首 先 建立 花药 鲜 重 与 表面 积 之 间 的 线性 关系 [ 咖 ， 将 花药 看 作 
圆柱 体 ， 称 取 不 同 质量 的 花药 ， 进 行 扫 描 ， 然 后 统计 各 个 花药 的 长 与 宽 ， 分 别 作为 圆柱 体 的 高 
与 底面 直径 ， 最 后 计算 不 同 质量 花药 对 应 总 表面 积 ， 进 行 线性 化 作 图 。 脂 类 物质 含量 测定 的 有 具 
体 过 程 如 下 M5): (1) 分 别称 取 野 生 型 和 突变 体 各 200 mg 鲜 重 花药 置 于 玻璃 瓶 中 , 加 入 3 mL A 
仿 浸 提 1 分 钟 ， 抽 提 液 中 加 入 10 hg FERRA 30 pg 正二 十 二 烷 醇 作为 内 标 物 ， 转 移 至 新 的 
玻璃 瓶 中 ， 毛 气 吹 干 后 ， 加 入 100 uL MSTFA (N-Methyl-N-trimethylsilyl-trifluoroacetamide )， 
50C 条 件 下 衍生 60 分 钟 ， 使 提取 物 中 的 自由 羟基 和 羧基 转化 为 相应 的 三 甲 基 硅 醚 / 酯 ， 离 心 后 
取 上 清 , 进行 GC-MS 分 析 。(2) 将 上 述 花 药 重 新 浸入 3 mL 氯仿 -甲醇 溶液 (1:1, viv) F, 50°C 
条 件 下 孵育 30 分 钟 ， 然 后 室温 摇晃 72 小 时 ， 提 取 液 于 氮气 中 吹 干 竺 用; 将 脱脂 后 的 花药 冷冻 
干燥 ， 用 以 分 析 角 质 单 体 。(3) 脂肪 酸 提取 物 和 脱脂 花药 中 同时 加 入 1 mL 1 个 当量 的 盐酸 甲 
醇 溶液 ， 并 加 入 10 hg 十 七 烷 酸 作为 内 标 ，80C 条 件 下 孵育 两 个 小 时 ， 再 加 入 2 mL 饱和 氧化 
钠 ， 混 匀 后 加 入 1 mL 正 丁 烷 进行 抽 提 ， 重 复 三 次 ; 合并 抽 提 液 ， 氮 气 吹 二 后， 真空 干燥 4 个 
小 时 ， 残 渣 中 加 入 100 pL MSTFA，50YC 条 件 下 衍生 60 分 钟 ， 离 心 后 取 上 清 ， 进 行 GC-MS 分 
析 。 


6.2 玉米 花药 转录 组 和 蛋白 质 组 样品 选取 与 组 学 分 析 


随 着 测序 技术 的 发 展 以 及 成 本 的 降低 ， 转 录 组 和 和 蛋白 组 分 析 成 为 较 普 遍 的 信息 挖掘 方式 ; 
样品 的 选取 对 于 后 续 信 息 分 析 具 有 重大 影响 。 虽 现 已 证 明 花 药 长 度 与 发 育 时 期 具有 较 强 的 线性 
关系 Ol, 但 为 提高 生物 重复 之 间 的 一 致 性 , 建议 基于 树脂 半 薄 切片 分 析 结 果 选 取 适 当时 期 的 样 
品 ， 以 准确 判断 两 个 待 比较 样品 的 发 育 时 期 。 


目前 ， 己 有 多 篇 文章 对 玉米 人 花药 不 同 发 育 时 期 的 转录 组 及 蛋白 组 变化 进行 报道 , 且 主 要 集 
中 在 减 数 分 裂 前 及 减 数 分 裂 等 花药 发 育 前 期 4。Ma 等 9 对 花药 起 始 后 小 穗 、 有 丝 分 裂 增 殖 
期 花药 、 减 数 分 裂 前 花药 以 及 减 数 第 一 次 分 裂 前 期 花药 进行 转录 本 芯片 分 析 ， 发 现 减 数 分 裂 前 
期 花药 转录 本 复杂 性 最 高 ，MADS 转录 因子 及 富 含 完 氨 酸 的 受 体 激 酶 在 花药 发 育 过 程 中 可 能 
发 挥 重 要 功能 。 对 上 述 时 期 及 单 核 期 、 双核 期 、 成 熟 花粉 粒 转 录 本 分 析 表 明 ， 成 熟 期 花粉 粒 中 
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转录 本 最 少 , 减 数 分 裂 期 转录 本 复杂 性 最 低 ; 参与 化 药 发 育 的 基因 种 类 繁多 ， 部 分 基因 的 表达 
具有 时 期 特异 性 ， 部 分 基因 在 花药 发 育 大 多 数 时 期 均 有 表达 申 。Zhang 等 多 将 减 数 分 裂 前 花药 
进一步 划分 为 5 个 时 期 , 并 结合 纤维 切割 技术 对 花药 不 同 层 壁 细胞 转录 本 进行 检测 ; 同时 利用 
质谱 技术 检测 相同 发 育 时 期 蛋白 组 , 结果 显示 花药 发 育 早期 蛋白 组 与 减 数 分 裂 期 蛋白 组 之 间 存 
在 较 大 差异 , 且 同 时 期 转录 组 与 蛋白 组 一 致 性 较 差 。 利 用 转录 组 及 蛋白 组 学 手段 研究 玉米 花药 
不 同 发 育 时 期 及 雄性 不 育 突变 体 与 野生 型 之 间 表 达 基 因 的 差异 将 为 解析 玉米 花药 发 育 的 调控 
机 理 提 供 便利 途径 。 


6.3 玉米 花药 代谢 组 学 分 析 


作为 继 基因 组 学 与 重 白 组 学 后 新 进发 展 起 来 的 一 门 学 科 , 代谢 组 学 是 系统 生物 学 的 重要 组 
成 部 分 。 代 谢 组 是 指 茶 一 时 刻 细胞 内 所 有 参与 生物 体 新 陈 代谢 、 维 持 生 物体 正常 生长 发 育 的 所 
有 低 分 子 量 代谢 产物 ; 代谢 组 学 则 是 对 某 一 生物 或 细胞 在 某 一 特定 条 件 或 生理 时 期 所 有 低 分 子 
量 代谢 产物 进行 定性 和 定量 分 析 的 学 科 61。 相 较 于 动物 以 及 微生物 ， 植 物 中 代谢 物 极为 丰富 ， 
植物 界 总 代谢 物种 类 超过 20 万 种 ， 单 一 物种 中 的 代谢 物 达 到 几 千 种 5。 这 些 代 谢 物 在 维持 植 
物 正常 生长 发 育 、 抵 抗 外 界 生物 及 非 生 物 胁迫 过 程 中 发 挥 重要 作用 [1。 


多 种 初级 及 次 级 代谢 产物 参与 玉米 花药 发 育 过 程 , 如 角质 层 蜡 由 碳 链 长 度 从 22 到 48 的 长 
链 脂肪 族 化 合 物 组 成 。 这 些 化 合 物 的 合成 依赖 于 内 质 网 中 的 延伸 复合 体 59。 该 复合 体 产 生 的 长 
链 酯 酰 辅酶 A 可 以 经 过 醇 类 产生 途径 ， 被 加 工 成 奇数 碳 的 初级 醇和 烷 脂 ， 或 者 经 过 烷烃 合成 
途径 ， 被 加 工 成 醛 、 偶 数 链 烷 烃 、 次 级 醇和 酮 类 等 物质 。 角 质 多 聚 体 则 主要 由 内 部 酯 化 的 羟基 
脂肪 酸 构成 5， 也 包含 一 些 两 三 醇 、 二 羧 酸 和 酚醛 树脂 化 合 物 等 物质 。 孢 子 花 粉 素 是 花粉 外 壁 
的 主要 组 成 成 分 ， 由 多 种 脂肪 族 单 体 物质 构成 ， 包 括 长 链 脂肪 酸 及 其 多 羟基 化 衍生 物 、 酚 醛 树 
脂 类 复合 物 等 59。 虽 至 今 尚 无 关于 玉米 花药 发 育 的 代谢 组 报道 , 但 直接 测量 突变 体 代 谢 组 或 者 
特定 代谢 组 份 的 变化 以 解析 相关 功能 基因 已 在 拟 南 芥 中 得 到 应 用 。 拟 南 芥 中 茶 丙 氨 酸 代谢 途径 
中 的 茶 丙 氨 酸 脱毛 酶 (Phenylalanine ammonia-lyase, PAL) HH 4 个 基因 编码 ， 代 谢 组 分 析 发 现 
pallpal2 双 突 变 体 中 缺乏 3 种 黄酮 醇 昔 类 物质 ， 而 葵 丙 氨 酸 过 量 积 累 ， 同 时 其 它 非 芳香 族 类 毛 
基 酸 代谢 均 受 到 影响 , 且 木 质 素 含量 降低 61。 对 花药 壁 及 花粉 壁 异 常 突变 体 代 谢 组 的 研究 将 为 
解析 目的 基因 的 功能 提供 新 的 视角 。 


6.4 玉米 花药 发 育 的 多 组 学 联合 分 析 


随 着 技术 的 发 展 ， 基 于 多 组 学 的 全 转录 组 测序 分 析 已 成 为 研究 趋势 。 除 mRNA 外 ， 全 转 
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录 组 分 析 还 包括 对 miRNA (小 RNA)、LncRNA (长 非 编码 RNA), circRNA (INIR RNA) 的 
测序 分 析 。PhasiRNA (phased small-interfering RNAs) 是 小 RNA 的 一 种 , 有 21nt 和 24nt 两 类 ， 
现 有 研究 表明 21nt phasiRNA 在 亚 表皮 层 富 集 ，24nt phasiRNA 在 绕 千 层 及 孢子 细胞 中 富 集 ; 
且 phasiRNA 在 不 同 的 花药 壁 发 育 异常 突变 体 中 发 生 不 同 的 变化 ， 该 研究 表明 phasiRNA 在 玉 
米花 药 早 期 发 育 过 程 中 发 挥 重要 功能 55, 水稻 农垦 58S 为 光 温 敏 不 育 突变 体 , 不 育 特 性 由 pms 1 
和 pms3 两 个 位 点 控制 ， 近 期 研究 表明 PMS1 为 不 完全 显 性 基因 ， 编 码 一 个 LneRNA，PMS1 
能 够 被 micro RNA2118 识别 并 介 导 剪 切 ,形成 一 串 2lnt 的 小 RNA。 农 垦 58S 与 可 育 品 种 在 pmsl 
区 间 存 在 一 个 突变 的 碱 基 ， 位 于 剪 切 位 点 下 游 的 24 bp， 这 一 突变 导致 了 农垦 58S 在 长 日 照 下 
能 产生 更 多 的 phasiRNA， 从 而 造成 雄性 不 育 69]。 由 于 miRNA 及 LncRNA 主要 通过 介 导 目的 
基因 转录 本 沉默 来 发 挥 作用 ， 因 此 对 miRNA、LncRNA WEERA mRNA 差异 基因 进行 联合 分 
析 ， 更 有 利于 解析 花药 发 育 的 调控 网 络 。CircRNA 是 最 近 才 被 发 现 的 一 类 RNA， 该 类 RNA5” 
端 和 3” 端 共 价 结合 形成 闭合 环 状 结构 ， 不 易 被 降解 ， 可 在 细胞 内 长 期 行驶 转录 调控 功能 ， 虽 
然 该 类 RNA 在 玉米 花药 发 育 过 程 中 的 功能 未 见 诸 报道 ， 但 其 普遍 参与 动 植物 生长 发 育 及 对 环 
境 胁 迫 的 响应 ; 对 该 类 RNA 的 研究 必 将 丰富 对 玉米 花药 发 育 调控 的 认 知 。 


此 外 ， 随 着 分 析 方 法 的 进步 ， 利 用 转录 组 、 和 蛋白 组 以 及 代谢 组 进行 联合 分 析 ， 构 建 基因 、 
重 白 与 代谢 物 的 互 作 网 络 ， 发 掘 核心 代谢 通路 ,将 为 解析 玉米 花药 发 育 调控 网 络 提供 更 为 宏观 
的 视野 。 


7 玉米 花药 发 育 遗 传 学 与 分 子 生物 学 研究 方法 


7.1 玉米 核 不 育 基 因 的 遗传 学 分 析 与 图 位 克隆 


玉米 雄性 不 育 是 田间 常见 的 突变 类 型 。 对 此 类 材料 进行 遗传 学 分 析 ， 需 首先 利用 其 它 自 交 
系 给 不 育 材料 授粉 ， 若 Fi 全 部 可 育 ， 则 为 隐 性 突变 ; 若 Fl 出 现 可 育 、 不 育 分 离 ， 该 突变 可 能 
为 显 性 突变 ， 上 述 两 种 突变 均 属 于 孢子 体 类 型 。 若 Fi 植株 产生 的 花粉 粒 均 为 一 半 可 育 一 半 不 
育 ， 则 为 配子 体 突变 。 目 前 ， 较 为 常见 的 突变 类 型 为 包子 体 隐 性 核 不 育 ， 对 于 该 类 型 突变 体 ， 
可 利用 Fi 自 交 构建 Fz 群体 ， 或 者 给 突变 体 授粉 构建 BCF 群体， 并 对 群体 植株 的 育 性 分 离 比 
进行 统计 。 知 F, 群 体 中 可 育 单 株 与 不 育 单 株 的 分 离 比 符合 3:1， 或 者 BOF 群体 中 可 育 单 株 与 
不 育 单 株 分 离 比 符合 1:1， 则 为 隐 性 单 基因 突变 体 。 


遗传 学 分 析 完 成 后 ,可 利用 构建 的 分 离 群体 对 单 基因 突变 体 进行 图 位 克隆 , 或 利用 混合 组 


分 分 析 (Bulk segregation analysis, BSA) 结合 全 基因 组 重 测序 的 方法 ， 筛 选 目 的 基因 [0。 精 
细 定 位 完成 后 可 得 到 候选 基因 ， 随 后 通过 转基因 或 者 基因 敲 除 的 方式 对 候选 基因 进行 功能 验 


证 。 


7.2 基因 表达 分 析 


玉米 花药 发 育 是 一 个 复杂 的 生物 学 过 程 ,至 少 75% 的 玉米 基因 组 已 注释 的 基因 在 玉米 花药 
发 育 过 程 中 表达 El。 但 同时 各 个 基因 的 表达 受到 严格 调控 , 因此 对 于 已 知 基因 的 时 空 特异 性 表 
达 分 析 有 助 于 解析 基因 的 表达 部 位 与 潜在 的 功能 。qRTPCR 可 以 检测 基因 特异 表达 的 器 官 , 结 
合 半 落 切片 分 析 结 果 ， 则 可 以 对 基因 表达 所 处 花药 发 育 时 期 进行 精确 判断 。 此 外 ， 基 因 表达 在 
组 织 层面 也 具有 特异 性 ， 可 利用 原 位 杂交 实验 检测 基因 表达 的 组 织 特异 性 ， 同 时 与 qRT-PCR 
结果 相互 验证 。 


在 亚 细 胞 层面 ， 蛋 白质 需 进 入 不 同 的 细胞 器 发 挥 功能 ; 因此 对 已 知 蛋 白质 的 亚 细 胞 定位 分 
析 ， 有 助 于 解析 其 发 挥 作 用 的 方式 。 目 前 ， 常 用 的 亚 细 胞 定位 方式 是 将 目的 蛋白 与 艾 光 蛋白 融 
合 转 化 原生 质 体 、 洋 萄 表皮 细胞 或 者 烟草 叶片 进行 瞬时 表达 , 通过 检测 目的 蛋白 荧光 信号 与 特 
定 细胞 器 染料 荧光 信号 的 共 定 位 情况 ， 判 断 该 蛋白 的 亚 细 胞 定位 。 随 着 超 薄 切片 技术 的 进步 ， 
将 TEM 与 蛋白 免疫 印痕 相 结合 的 免疫 胶体 金 技 术 (Immune colloidal gold technique) 提供 更 为 
直观 的 检测 蛋白 定位 的 方法 。 


7.3 基因 调控 代谢 网 络 分 析 


不 同 基 因 以 调控 网 络 的 形式 参与 花药 的 发 育 过 程 , 因此 解析 不 同 基 因 间 相互 关系 可 以 帮助 
我 们 更 宏观 地 了 解 玉米 发 育 的 调控 过 程 。 不同 的 蛋白 通常 以 复合 体 的 形式 发 挥 作 用 ,酵母 双 杂 
技术 (Yeast two hybridization) 可 算 选 与 目的 和 蛋白 相互 作用 的 蛋白， 用 以 解析 蛋白 发 挥 作用 的 
有 具体 方式 。 基 因 的 时 空 特异 性 表达 受 上 游 转 录 因 子 的 调控 ,酵母 单 杂交 技术 则 可 以 得 选调 控 基 
因 表 达 的 反 式 作用 因子 。 染 色 体 免疫 沉淀 技术 (Chromosome immunoprecipitation) 与 二 代 测 序 

(Next generation sequencing) 技术 相 结合 的 ChIP-seq 技术 则 可 以 筛选 已 知 转录 因子 潜在 的 调 
控 基因 。 上 述 研究 方法 与 各 种 组 学 研究 方法 以 及 基因 编辑 技术 相 结 合 ,， 可 有 效 解析 基因 调控 代 
谢 网 络 。 


8 讨论 


玉米 花药 发 育 的 研究 在 基础 理论 和 应 用 实践 中 均 具有 重要 的 作用 。 随 着 技术 的 进步 , 在 模 
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TH a Ka, KB eA EA Oe oe RL, IE BA 28 EE E 
(1-641。 被子 植 物 人 花药 形态 的 保守 性 预示 着 不 同 物种 间 花 药 发 育 调控 的 保守 性 ，CRISPR/Cas9 基 


因 组 编辑 技术 的 成 熟 以 及 在 玉米 中 的 成 功 运用 5, 为 我 们 研究 同 源 基 因 在 玉米 花药 发 育 过 程 中 
的 功能 提供 便捷 途径 。 此 外 ， 随 着 本 实验 室 玉米 多 控 不 育 (Mutli-Control Sterility, MCS) 技术 
和 美国 先锋 公司 SPT (Seed production technology) 技术 的 报道 ， 玉 米 隐 性 核 不 育 突变 体重 新 
得 到 人 们 的 重视 ，7PE7 鸣 、4PVI P51, MS2 [61、MS7 [57 等 基因 最 近 相继 被 报道 ， 这 有 助 于 人 
们 更 好 地 理解 玉米 花药 发 育 的 调控 机 制 并 指导 其 在 生产 中 的 应 用 
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Cytobiology and molecular genetics research methods on maize anther development 
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Chemistry and Biological Engineering, University of Science and Technology Beijing, Beijing, 100024, China. ) 
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Abstract Male sterile materials play important roles both in maize heterosis utilization and hybrids production, 
which are based on cytobiology and molecular genetics research on maize anther development. Anther 
development of maize is sophisticated, which need cooperative regulation of sporophyte and gametophyte. Here, 
we summarized the research progresses in maize anther morphology, maize anther development division, male 
sterility classification, cytobiology research methods, various omics research methods and molecular genetics 
methods on anther development, which will provide methodological clues for understanding the mechanism 


underlying maize anther development and industrialized utilization of male sterile materials. 
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